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V celični in molekularni biologiji pogosto uporabljamo poročevalne proteine, s katerimi 
označujemo strukture v celicah ali tkivih. Gre pravzaprav za fluorokrome, pri katerih je ob 
osvetljevanju značilen pojav fluorescence, ko molekula absorbira svetlobo določene valovne 
dolžine in nato izseva svetlobo nižje energije, torej daljše valovne dolžine. Za označevanje 
celičnih struktur s poročevalnimi proteini moramo običajno v organizem vnesti njihov 
genski zapis. Rdeči fluorescenčni protein (RFP) v vzbujenem stanju fluorescira rdeče-
oranžno, z maksimalnim vzbujanjem pri 558 nm ter emisijskim maksimumom pri 583 nm. 
Zaradi globljega prodiranja rdeče svetlobe skozi tkiva te fluorescenčne proteine uporabljamo 
pri mikroskopiji debelejših tkivnih vzorcev. 
V okviru diplomske naloge smo kot poročevalski protein uporabili RFP in mu na N-konec 
pripeli imunoglobulin-vezavni peptid min19Fc_Q6D z aminokislinskim zaporedjem 
GSYWYDVWF. Peptidi bi lahko postali alternativa bakterijskim imunoglobulin-vezavnim 
proteinom, ki jih uporabljamo kot specifične ligande protiteles (npr. pri afinitetni 
kromatografiji za čiščenje monoklonskih protiteles iz procesne tekočine), saj imajo le-ti 
številne prednosti. Z afinitetnim ligandom min19Fc_Q6D, ki izkazuje afniteto do regije Fc 
protiteles IgG, smo tvorili fuzijski protein min19Fc_Q6D-RFP, pri katerem smo lahko zaradi 
poročevalnega proteina z UV-detekcijo spremljali njegovo izražanje ter skušali vezavo na 
IgG vrednotiti s fluorescenčnoimunskim testom (FLISA).  
Gen za fuzijski protein smo pripravili z verižno reakcijo s polimerazo in ga vstavili v 
ekspresijski vektor. Rekombinantni protein smo uspešno izrazili v bakteriji Escherichia coli 
NiCo21. V nadaljevanju smo ga s pomočjo kovinsko-kelatne afinitetne kromatografije ter 
nadaljnjega razsoljevanja z gelsko izključitveno kromatografijo ustrezno očistili, izolirali ter 
ga pripravili za vrednotenje vezave na regijo Fc protiteles IgG. Interakcije s protitelesi nismo 
uspeli potrditi. Možne razlage za to so: i) RFP sterično ovira interakcijo med peptidom 
min19Fc_Q6D in protitelesi, ii) interakcija termodinamsko ni ugodna zaradi znižanja 
entropije, do katere bi prišlo ob vezavi, ali iii) test FLISA ni dovolj občutljiv, saj signal izhaja 
zgolj iz monosloja molekul na dnu vdolbinic mikrotitrske ploščice. 






In cell and molecular biology, reporter proteins are commonly used for labeling cell or tissue 
structures. Reporter proteins are often fluorochromes, which are characterized by the 
appearance of fluorescence. When illuminated, the molecule absorbs light of a certain 
wavelength and then emits light of lower energy, i.e. longer wavelengths. To label cell 
structures with reporter proteins, one usually needs to introduce their genetic record into the 
organism. The excited red fluorescent protein (RFP) fluoresces red-orange, with a maximum 
excitation at 558 nm and an emission maximum at 583 nm. Due to the deeper penetration of 
red light through tissues, red fluorescent proteins are used in the microscopy of thicker 
samples. 
As part of the thesis, we used RFP as a reporter protein and attached the immunoglobulin 
binding peptide min19Fc_Q6D, with the amino acid sequence GSYWYDVWF, to its N-
terminus. Peptides could become an alternative to the bacterial immunoglobulin-binding 
proteins used as specific ligands for antibodies (e.g., in affinity chromatography to purify 
monoclonal antibodies from the process fluid), as they have many advantages. We chose the 
peptide ligand min19Fc_6QD as it displays affinity to the Fc region of immunoglobulins G, 
to form the fusion protein min19Fc_Q6D-RFP. We were able to monitor its expression due 
to the reporter protein. We attempted to evaluate its binding to IgGs by fluorescence-linked 
immunosorbent assay (FLISA). 
The gene for the fusion protein was constructed by polymerase chain reaction and inserted 
into the expression vector. We successfully expressed the recombinant protein in 
Escherichia coli NiCo21 cells, and purified it by immobilized metal affinity and size 
exclusion chromatography. We tried to evaluate its binding to the Fc region of IgG 
antibodies, however, no interaction could be detected. There are several possible 
explanations for that: i) RFP might sterically hinder the min19Fc_Q6D peptide:antibody 
interaction; ii) the interaction is thermodynamically disfavoured due to high entropic cost 
upon binding; and/or iii) the FLISA assay is not sensitive enough to detect binding as the 
signal is only produced on a molecular monolayer at the bottom of microtiter plate wells. 






2×TY  obogateno bakterijsko gojišče (angl. »triptone yeast broth«) 
Ab  protitelo (angl. »antibody«) 
AK  aminokislina 
BSA  goveji serumski albumin (angl. »bovine serum albumin«) 
CH  konstantna domena težke verige (angl. »constant region of heavy chain«) 
CL  konstantna domena lahke verige (angl. »constant region of light chain«) 
Da  Dalton (1/12 mase atoma 12C) 
ddH2O  bidestilirana voda (angl. double distilled H2O) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DTT  ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
Fab  antigen vezavni fragment protiteles (angl. »antigen binding fragment«)  
Fc  fragment Fc (angl. »fragment crystallizable«) 
FLISA  fluorescenčnoimunski test (angl. »fluorescence-linked immunosorbent 
assay«) 
FP  fluorescenčni protein (angl. »fluorescent protein«) 
h  ura (angl. »hour«) 
IgG  imunoglobulin razreda G 
IMAC  kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija (angl. »immobilized metal affinity 
chromatography«) 
IPTG  izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid; analog alolaktoze, induktor promotorja 
lac 
LB  gojišče Luria-Bertani 
iv 
 
LD  nanašalno barvilo (angl. »loading dye«) 
M  molarnost 
mAb  monoklonsko protitelo (angl. »monoclonal antibody«) 
NK  negativna kontrola 
NTF  netopna frakcija 
OD600  optična gostota, izmerjena pri valovni dolžini 600 nm (angl. »optical 
density«) 
PBS  fosfatni pufer s soljo 
PBST  fosfatni pufer s soljo in površinsko aktivno snovjo Tween 20 
PK pozitivna kontrola 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. »polymerase chain reaction«) 
RFP  rdeči fluorescenčni protein 
UV  ultravijolična svetloba 
T  temperatura 
TF  topna frakcija 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol 
VH  varibilna domena težke verige (angl. »variable region of heavy chain«) 





A Ala alanin 
C Cys cistein 
D Asp aspartat 
E Glu glutamat 
F Phe fenilalanin 
G Gly glicin 
H His histidin 
I Ile izolevcin 
K Lys lizin 
L Leu levcin 
M Met metionin 
N Asn asparagin 
P Pro prolin 
Q Gln glutamin 
R Arg arginin 
S Ser serin 
T Thr treonin 
V Val valin 
W Trp triptofan 







1.1 FLUORESCENČNI PROTEINI 
 
Kromofori oziroma fluorescenčne molekule so prepoznavne zaradi pojava fluorescence. To 
je specifičen odziv, ko snov seva fotone z daljšo valovno dolžino, kot je valovna dolžina 
absorbiranega vzbujevalnega sevanja oziroma pri katerem je energija sevanih fotonov 
manjša od absorbiranih fotonov. Razlog za to je ta, da fotoni ne prehajajo direktno v osnovno 
stanje, pač pa preko dveh ali več vzbujenih stanj (1). 
Odkritje zelenega fluorescenčnega proteina v meduzi Aequorea victoria v zgodnjih 60. letih 
prejšnjega stoletja in spoznanje, da le-ta ohrani svoje fluorescenčne lastnosti, tudi ko se 
izraža v tujih celicah, je biološkim raziskavam zagotovilo novo, edinstveno in minimalno 
invazivno orodje (2,3). Fluorescenčni proteini (FP) danes omogočajo opazovanje drugih 
celičnih struktur, njihove lokalizacije, gibanja, prek RNA- ali DNA-vezavnih proteinskih 
domen lahko označimo tudi nukleinske kisline. Možno je opazovanje celičnih organelov, 
označevanje posameznih celic ali tkiv, lahko pa celo celotnih organizmov (4).  
V zadnjih nekaj letih so z genskim inženirstvom razvili široko paleto genetskih različic 
fluorescenčnih proteinov z različnimi biokemijskimi lastnostmi, ki zajemajo skoraj celoten 
spekter vidne svetlobe in se z izražanjem z dodanim kofaktorjem približajo celo 
infrardečemu (2, 5, 6). Identificirali so pet glavnih barvnih razredov: cian, zelena, rumena, 
oranžno-rdeča in nefluorescenčni vijolično-modri kromoprotein (5). 
Ne glede na izvorno vrsto ali uvedene genetske spremembe so vsi FP velikosti ~25 kDa. V 
svojem naravnem okolju so oligomerni (bodisi dimerni ali tetramerni) (6). FP se zvijejo v β-
sodček iz 11 trakov, z eno samo α-vijačnico, ki poteka skozi sredino sodčka (slika 1). Vzdolž 




Slika 1: Struktura fluorescenčnih proteinov z β-sodčkom iz 11 trakov in α-vijačnico, ki 
teče po sredini. Prirejeno po (8). 
Zorenje kromofora FP je sestavljeno iz dveh delov - zvijanja proteinske molekule in 
avtokatalizne tvorbe kromofora (9). Običajno pride do biosinteze pigmentov z več 
zaporednimi reakcijami, β-sodček FP pa deluje kot edinstven "encim", ki v notranjosti 
spreminja lastne aminokislinske ostanke, pri čemer ne potrebuje nobenih zunanjih 
kofaktorjev, razen kisika. To omogoča fluorescenco po izražanju v skoraj kateremkoli tujem 
sistemu (5, 4). Tudi pri mehanizmu nastanka kromofora ni pomemben izvor proteina in je 
pri vseh podoben. Sposobnost FP, da oddajajo vidno svetlobo, izhaja iz posttranslacijske 
samo-modifikacije treh aminokislinskih ostankov na položajih 65–67, kar povzroči tvorbo 
kromofora (10). Prvi aminokislinski ostanek, ki pri reakciji ciklizacije kromofora deluje kot 
nukleofil, je Gly67. Vsaka mutacija Gly67 popolnoma uniči tvorbo kromofora. Drugi dve 
ohranjeni aminokislini sta Arg96 in Glu222, obe pa sta katalitska ostanka, ki sta nameščena 
v bližini kromofora in sta bistvenega pomena za postopek zorenja proteina ter prav tako nista 
nadomestljiva. Zadnji ohranjeni aminokislinski ostanek v reakciji tvorbe kromofora je 
Tyr66, vendar raziskave mutageneze kažejo, da ga lahko nadomesti katerikoli drug 
aromatski ostanek. FP torej lahko spreminjamo in tako ustvarimo proteine z različnimi 
fizikalnimi in fluorescenčnimi lastnostmi, saj večina drugih aminokislinskih ostankov ni 
ohranjenih. Kljub temu moramo biti pozorni, kajti posamične mutacije lahko negativno 
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vplivajo na tesno pakiranje β-sodčkov FP in tako povzročijo večjo občutljivost na okolje ter 
zmanjšajo intenzivnost fluorescence (6).  
Kemijska struktura kromofora že vnaprej določa najpomembnejše značilnosti FP, kot so 
spekter absorbcije/izsevanja in kvantni izkoristek (QY, angl. quantum yield). Spektralne 
lastnosti FP pa omejujejo njihovo uporabo v poskusih (11). Večje število konjugiranih 
dvojnih vezi v kromoforu korelira z daljšimi valovnimi dolžinami absorpcije/izsevanja FP 
in igra pomembno vlogo pri določitvi barve izsevanja FP, vendar lahko lokalni okoljski 
vplivi, kot je položaj nabitih skupin znotraj proteina, privedejo do premikov absorbcije ali 
maksimuma izsevanja do 20 nm v katerokoli smer (12, 13). Tesna postavitev 
aminokislinskih ostankov okoli kromofora lahko poveča njegovo fotostabilnost zaradi boljše 
zaščite le-tega pred okoljem (12). Pri izbiri FP moramo upoštevati še svetlost (produkt 
kvantnega izkoristka in ekstinkcijskega koeficienta), stabilnost proteinov (nekateri FP se 
hitro spremenijo ali spremenijo barvo), fotostabilnost (tj. kako hitro fotobledijo), pH, 
temperaturno stabilnost ter njihovo učinkovitost fuzije (6). Pomembno je tudi, da se mora 
FP v izbranem sistemu izražati učinkovito (mora biti pod vplivom promotorja za izbrani 
specifični gen) in ne sme delovati toksično (14, 1). FP namreč pri osvetlitvi lahko proizvajajo 
toksične reaktivne kisikove zvrsti (ROS). Pri mnogih aplikacijah je sicer fototoksičnost FP 
dovolj majhna, da jo lahko zanemarimo. Ustvarili pa so npr. KillerRed, FP pridobljen z 
laboratorijsko mutagenezo nefluorescenčnega kromoproteina, ki proizvaja velike količine 
ROS in ga zato uporabljajo za izzivanje celične smrti (13). 
Poleg FP, ki pokrivajo celoten vidni spekter, so do danes razvili še številne druge različice 
fluorescenčnih proteinov, kot so npr. destabilizirani FP – FP z izjemno kratko življenjsko 
dobo, da dobimo fluorescenčni signal samo, ko potekata transkripcija in translacija. V 
uporabi je tudi t.i. Timer FP, ki je sposoben postopoma spreminjati barvo fluorescence - od 
modre do zelene, nato pa do rdeče. Timer nam tako zopet posreduje informacije o časovni 
skali aktivacije promotorja. Pred kratkim so razvili novo tehniko zaznavanja aktivnosti 
promotorjev s tako imenovanim razcepljenim (angl. split) FP. To je FP, izražen kot dva 
ločena dela, ki sta sposobna sestaviti celoten funkcionalni protein, ko ju kloniramo pod dva 
ločena promotorja. Fluorescenčni signal se nato pojavi samo, ko sta aktivna oba promotorja 
(5). Vedno več se uporabljajo tudi fotoaktivacijske FP, kjer »vklopimo« fluorescenčni signal 
s pomočjo snopa usmerjene svetlobe.  
4 
 
1.1.1 Rdeči fluorescenčni protein 
 
Rdeči fluorescenčni protein (RFP) je kromofor, ki v vzbujenem stanju fluorescira rdeče-
oranžno (15). Prvotni gen, ki kodira RFP, so izolirali iz indo-pacifiške morske vetrnice 
Discosoma striata (slika 2b), od tod ime DsRed (16). DsRed je pritegnil ogromno zanimanja 
kot potencialni sledilec izražanja in fuzijski partner, ki bi bil lahko dopolnilen ali bi celo 
nadomestil homologni zeleni fluorescenčni protein (GFP) (17). Uporaba RFP je smiselna 
zaradi globljega prodiranja rdeče svetlobe skozi tkiva in tudi zaradi manjše avtofluorescence 
v rdečem območju vidnega spektra (1).  
DsRed ima molekulsko maso okoli 25,9 kDa (RFP ima 25,4 kDa). Maksimalno vzbujanje je 
pri 558 nm, emisijski maksimum pa pri 583 nm (18). DsRed ima zgradbo β-sodčka iz 11 
trakov z osrednjo α-vijačnico, torej je po strukturi zelo podoben homolognemu GFP. 
Kromofor v središču β-sodčka (slika 2a) ni izpostavljen vodi. Strukturna togost in izolacija 
sta verjetno ključnega pomena za učinkovit kvantni izkoristek fluorescence, opažene v 
DsRed (19). 
 
Slika 2: (a) Strukturna formula kromofora RFP DsRed in (b) morska vetrnica Discosoma 
striata. Prirejeno po (20). 
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Običajno se DsRed pojavlja v tetramerni obliki, a ta lahko resno moti lokalizacijo in 
delovanje RFP-fuzijskih proteinov, zato za tvorbo fuzijskih proteinov potrebujemo 
monomerno obliko (21, 22). Tetramerno strukturo FP so prvič opisali s kristalografskimi 
raziskavami RFP DsRed (4). Kasneje so ustvarili več monomernih različic, a so vse bistveno 
manj svetle kot izvorni DsRed, prav tako pa monomerizacija lahko vodi do delnega zorenja 
zelene barve (6, 22).  
Prvi razvit monomerni RFP (mRFP) se je imenoval mRFP1, nato pa so poročali še o več 
izboljšanih mRFP: TagRFP (-T), mKate2, mRuby2, mRuby3 in FusionRed itd. (22). Izdelali 
so več novih monomernih vrst RFP, ki spreminjajo izsevano valovno dolžino bodisi s časom, 
imenovani fluorescenčni Timerji, bodisi po kratkem obsevanju z vijolično svetlobo, znani 
kot fotoaktivativni proteini (23). Razvili so tudi  različice DsRed 'mFruit', ki so monomerne 
in fluorescirajo v odtenkih od oranžne (mOrange z emisijskim vrhom pri 562 nm) do skrajno 
rdeče (mPlum z emisijskim vrhom pri 649 nm). mCherry kljub temu, da ni tako rdeč kot 
mPlum, velja za najprimernejšo izbiro rdečih monomerov, saj združuje rdečo emisijo (610 
nm; slika 3) s primerno fotostabilnostjo, svetlostjo in ohranjenimi lastnostmi tudi v fuzijskih 
konstruktih (24). 
 
Slika 3: Primerjava absorbcijskih spektrov dveh vrst rdečega fluorescenčnega proteina 
(dsRed in mCherry) ter zelenega fluorescenčnega proteina. Prirejeno po (25). 
Zorenje RFP vključuje dve zaporedni stopnji: zvijanje proteina in tvorbo kromofora, pri 
čemer je slednji korak običajno tisti, ki omejuje hitrost (23). Za večino oranžnih in rdečih 
fluorescenčnih proteinov je značilno, da med tvorbo kromofora preidejo skozi vmesno 
stanje, v katerem fluorescirajo zeleno. Nadaljna pretvorba iz vmesnega do končnega stanja 
kromofora, lahko poteče avtomatično, lahko pa je potrebno osvetljevanje z UV-svetlobo (1). 
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Rdeči kromofor DsRed ima razširjeno GFP-ju podobno jedro, z dodatno nenasičeno vezjo 
Cα-N na položaju 65, ki tvori N-acilimin (C=N–C=O) (4). Razširjena π-elektronska 
konjugacija, ki nastane z dodatno oksidacijsko reakcijo na ogrodnih atomih ostanka Gln66 
(slika 2a), povzroči rdečo absorbanco in emisijo (26, 19). V DsRed lahko Lys70 nadomesti 
le arginin, sicer nastane zelen kromofor. Tako kot Arg96 v GFP je tudi vloga položaja 70 pri 
zorenju RFP skoraj zagotovo elektrostatska (13).  
RFP ima številne ugodne lastnosti, zaradi katerih ga izkoriščajo v raziskavah. Ena izmed teh 
je njegova neobčutljivost na pH v območju od 4,5 do 12 in odpornost na fotobledenje (17). 
Splošno sprejeto je tudi, da vzbujanje s svetlobo z daljšo valovno dolžino povzroči manj 
fototoksičnosti za celice ali tkiva, ki jih raziskujemo, in zmanjša avtofluorescenco ter 
razprševanje. Ti zaželeni dejavniki pomenijo, da rdeči kromofori na splošno zagotavljajo 
boljši kontrast (zaradi zmanjšane fluorescence v ozadju) in boljše delovanje pri slikanju 
celotnega organizma (zaradi večje "transparetnosti" tkiva) (24). Kot pomanjkljivost pa bi 
lahko izpostavili slabo topnost in počasno zorenje kromofora (razpolovni čas >24 h na sobni 
temperaturi), kar pa pri določanju položaja proteina niti ni pomembno (15, 21). V takih 




Protitelesa ali imunoglobulini predstavljajo skupino strukturno podobnih glikoproteinskih 
molekul, ki se vežejo na antigene ter jih tako onesposobijo ali pa sprožijo različne 
mehanizme  (npr. aktivacija komplementa, opsonizacija), ki jih nato odstranijo iz organizma 
(27, 28). 
Imunoglobulini so sestavljeni iz dveh težkih (H) in dveh lahkih (L) verig (slika 4), povezanih 
z disulfidnimi vezmi, pri čemer sta različici lahke verige κ in λ, različice težke verige pa γ, 
µ, α, δ in ε. Vsaka veriga vsebuje eno variabilno domeno (V) in eno ali več konstantnih 
domen (C) Ig (29). Variabilna domena se nahaja na samem amino (N-končnem) območju 
verig L in H, domene C (ena v lahki verigi in po tri v težki verigi) pa obsegajo C-končno 
zaporedje polipeptidne verige. Domeni VH in VL s po tremi hipervariabilnimi zankami 
tvorita vbočeno vezavno mesto za antigen (30). Verige H s tremi domenami C imajo med 
prvo (CH1) in drugo (CH2) domeno gibljivo mesto (t.i. zglob). Na splošno domena C verige 
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H definira efektorsko funkcijo, medtem ko domene V protitelesa določajo antigensko 
specifičnost. Konstantna regija verige H je na splošno definirana kot CH1-CH2-CH3 (IgG, 
IgA in IgD), z dodatno domeno (CH4) pri IgM in IgE. Domena CH1 se nahaja v območju Fab 
(angl. fragment antigen binding, za vezavo antigena), preostale domene CH (CH2-CH3 ali 
CH2- CH4) pa tvorijo fragment Fc (angl. fragment cristalizable, ker v hladni raztopini 
kristalizira). Slednji definira izotip in podrazred imunoglobulina (29). 
 
Slika 4: Struktura protitelesa iz težkih (H) in lahkih verig (L) ter variabinih (V) in 
konstantnih (C) domen. Prirejeno po (31). 
Ločimo pet razredov težkih verig (M, G, A, D, E) in glede na to tudi 5 razredov 
imunoglobulinskih molekul (IgM, IgG, IgA, IgD in IgE). Osnova za razvrstitev 
imunoglobulinov v glavnih pet razredov je molekulska zgradba in fiziološki učinki, ki sledijo 
vezavi antigena s protitelesom (27). Podrazredi so označeni z arabskimi številkami, ki sledijo 
črki, ki označuje razred (30). Protitelesa razreda IgM imajo veliko molekulsko maso. 
Sestavljena so iz petih enakih enot (pentamer), povezanih z disulfidnimi vezmi. V razredu 
IgA sta dva podrazreda, IgA1 in IgA2. Prvi se nahaja pretežno v serumu in je zgrajen iz dveh 
lahkih in dveh težkih verig (27). Posebnost drugega, IgA2, je, da lahko obstaja tudi kot 
oblika, pri kateri med lahkimi in težkimi verigami ni disulfidnih vezi (32). IgA se v izločkih 
nahaja v posebni dimerni obliki (tj. sekretorni IgA). Pri tem dve molekuli IgA med seboj 
povezujeta dve dodatni polipeptidni verigi (t.i. veriga J in sekretorna komponenta). IgE so 
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sestavljeni iz dveh lahkih in dveh težkih verig ε ter imajo dve vezišči za antigen (27). IgD je 
monomerni izotip protiteles, ki se izraža v plazemskih membranah nezrelih B-limfocitov. 
Sekretorni IgD sestavljata dve težki verigi razreda δ in dve lahki verigi (33). 
Interakcije imunoglobulin-antigen potekajo med paratopom, mestom na imunoglobulinu, na 
katerega se antigen veže, in epitopom, ki je mesto na vezanem antigenu. Fragment Fc 
posreduje efektorsko funkcijo tako, da se veže na receptor za Fc (FcR) na efektorskih celicah 
ali aktivira druge imunske mediatorje, kot je komplement. Zaradi tega lahko spremembe na 
področju Fc pomembno vplivajo na končni rezultat interakcije protitelo-antigen (29). Glavna 
biološka aktivnost imunoglobulinov je njihova vezava antigenov s fragmentom Fab in jo 
določajo variabilne regije. 
 
1.2.1 Monoklonska protitelesa 
 
Monoklonska protitelesa (mAb) so imunoglobulini, pridobljeni iz celičnega klona limfocitov 
B, ki se specifično vežejo le z eno antigentsko determinanto. Njihovo pripravo je kot prva 
omogočila metoda hibridomske tehnologije Köhlerja in Milsteina, za katero sta leta 1984 
prejela Nobelovo nagrado (34). S fuzijo limfocitov B, ki proizvajajo protitelesa, in tumorskih 
celic (t.j. mielomskih celic) sta ustvarila hibridomske celice oz. nesmrtno celično linijo, 
sposobno izdelovati monoklonska protitelesa. Z metodo sta združila zmožnost preživetja 
hibridomskih celic na selekcijskem gojišču HAT in proizvodnjo specifičnih protiteles (35). 
Prva mAb so pridobivali z imunizacijo miši, ki so jim kasneje iz vranic izolirali limfocite B. 
Nato so izvedli fuzijo z izoliranimi gojenimi mielomskimi celicami po zgoraj omenjenem 
postopku (36). Biološko aktivnost teh mišjih mAb ovirajo zmanjšana razpolovna doba v 
serumu in razvoj človeških protimišjih protiteles (HAMA). Slednje težave je mogoče 
odpraviti z uporabo tehnologije rekombinantne DNA, s kombiniranjem variabilnega 
območja mišjega protitelesa s konstantnim območjem človeškega protitelesa in s tem 
pridobitev himernega protitelesa. Humanizirana protitelesa imajo zgradbo že precej podobno 
humanim IgG, mišjega izvora so le hipervariabilne regije. Najmanj imunogena pa so seveda 




1.3 IMUNOGLOBULIN-VEZAVNI PEPTID min19Fc_Q6D 
 
Za izolacijo in čiščenje mAb iz procesne tekočine najpogosteje uporabljamo afinitetno 
kromatografijo z bakterijskimi imunoglobulin-vezavnimi proteini. Ti imajo številne slabosti, 
zato v zadnjih letih iščejo alternative afinitetnih ligandov, največji potencial pa kažejo 
peptidi. Slednji imajo v primerjavi z naravnimi Ig-vezavnimi proteini številne prednosti. Ker 
nimajo višjih ravni zgradbe, so bolj obstojni v ostrejših pogojih, vendar pa se na 
imunoglobuline vežejo z zmerno afiniteto, zato je elucijo možno doseči pri milejših pogojih. 
Poleg tega so ob odpuščanju iz kolone manj škodljivi pri vnosu v telo, saj so kratki peptidi 
praviloma neimunogeni. Zaradi majhnosti se posledično med seboj manj sterično ovirajo in 
je na nosilcu v koloni lahko večja gostota liganda. Prav tako je zaradi enostavnosti peptidov 
cenejše pridobivanje le-teh. 
Kruljec in sodelavci (38) so s presejanjem kombinatoričnih bakteriofagnih predstavitvenih 
knjižnic peptidov identificirali skupino peptidnih ligandov z afiniteto do fragmenta Fc 
imunoglobulinov G. Identificirali so pet peptidnih vezalcev z dvema različnima 
aminokislinskima motivoma, najboljše vezavne lastnosti izmed njih pa je izkazal peptidni 
ligand 19Fc. Nato so slednji peptidni ligand skrajšali na N- in/ali C-koncu ter izvedli 
alaninsko rešetanje in tako določili minimalni motiv in ključne aminokislinske ostanke 
peptida 19Fc za vezavo na fragment Fc. Kot rezultat so dobili minimalizirano različico 
peptidnega liganda, poimenovano min19Fc (GSYWYQVWF). Nato so za morebitno boljšo 
občutljivost interakcije min19Fc:regija Fc na pH in boljšo topnost peptidnega liganda 
zamenjali aminokislinski ostanek Gln6 za nabite ostanke (aspartat in glutamat) ter tako 
pridobili različico min19Fc_Q6D (substitucija Gln6Asp), ki je glede na izhodiščni peptid 
izkazala boljšo vezavno afiniteto. Ovrednotili so tudi vezavo biotiniliranih različic peptidov. 
Obe negativno nabiti različici peptida min19Fc (b-min19Fc Q6D in Q6E) sta vezali 
posamezne podrazrede IgG z višjo vezavno afiniteto kot izhodni peptid b-min19Fc, pri 
čemer sta izkazovali najnižjo afiniteto do podrazreda IgG4. Peptidna različica 
min19Fc_Q6D je izkazala tudi bistveno višjo vezavno afiniteto do posameznih terapevtskih 
monoklonskih protiteles. Peptidni ligand so vezali na sefarozni matriks, aktiviran s cianogen 
bromidom, in tako pripravili afinitetno kromatografsko kolono. Dokazali so, da je moč s 
takšno kolono izolirati in prečistiti človeška protitelesa iz kompleksnih zmesi proteinov 
(kakršen je serum) v več kot 95% čistosti. Poleg izolacije in čiščenja protiteles z afinitetno 
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kromatografijo bi peptidni ligand lahko uporabili tudi za usmerjeno imobilizacijo protiteles 
v naprednih bioanaliznih metodah ali imunodiagnostiki, saj je z njim možno doseči 
optimalno orientacijo protiteles ter ohraniti njihovo vezavno aktivnost. Prav tako bi Ig-
vezavni ligand lahko uporabili pri terapevtski aferezi, ki jo najpogosteje uporabljamo za 
odstranjevanje odvečnih protiteles iz plazme. Z nekovalentno fuzijo peptida na protitelo, bi 
lahko pripravili konjugat, ki bi služil kot napredni dostavni farmacevtski sistem za 
rekombinantne terapevtske proteine. Peptid bi na slednje pripeli kot fuzijski »repek« in 
omogočili in situ pripravo usmerjenih imunokonjugatov z izbranimi ciljanimi protitelesi tik 
pred aplikacijo. V primeru pritrdive peptida na nanodelce ali druge dostavne oblike, bi bila 
lahko zaradi imobilizacije protiteles posledično omogočena specifična dostava le-teh na 











Fluorescenčne proteine v molekularni biologiji pogosto uporabljamo za detekcijo proteinov 
in njihovih interakcij, saj ob njihovem osvetljevanju pride do pojava fluorescence. Eden 
najbolj poznanih in uporabljenih fluorescenčnih proteinov je zeleni fluorescenčni protein, 
mi pa bomo pripravili ekspresijsko kaseto z njemu homolognim rdečim fluorescenčnim 
proteinom. Iz bakterijske kulture Escherichia coli DH5α bomo izolirali plazmid 
psB1K3/mRFP, ki nosi zapis za monomerni rdeči fluorescenčni protein. S pomočjo 
tehnologije rekombinantne DNA bomo nato na N-konec poročevalnega proteina s principom 
verižne reakcije s polimerazo pripeli imunoglobulin-vezavni peptid min19Fc, ki izkazuje 
dobre vezavne lastnosti in je alternativa bistveno večjim bakterijskim imunoglobulin-
vezavnim proteinom. Fuzijski protein (min19Fc_Q6D-RFP) bomo izolirali in očistili s 
kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo (IMAC), za lažje čiščenje mu bomo namreč na 
C-konec dodali heksahistidinsko zaporedje. Dodatno bomo fuzijski protein prečistili z 
gelsko filtracijo. Ovrednotili bomo sposobnost vezave fuzijskega proteina na imobilizirane 
človeške imunoglobuline G, s spremljanjem fluorescence kompleksa, pri čemer bomo 
uporabili fluorescenčnoimunski test (FLISA). 
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3.1.1 Laboratorijska oprema 
Ves uporabljen laboratorijski pribor in oprema so navedeni v preglednici I. 
Preglednica I: Laboratorijska oprema in njeni proizvajalci 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Analizna tehtnica Mettler Toledo, Švica 
Aseptična komora LFVP12, Iskra PIO, Slovenija 
Avtoklav A-21CA Kambič, Slovenija 
Centrifuga 5804 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Sorvall WX Ultra 100 ThermoScientific, ZDA 
Centrifuga – mini G IKA Werke GmbH, Nemčija 
Centrifugirke Corning, ZDA 
Ciklični termostat AB GeneAmp® PCR 
System 2700 
Applied Biosystems, Forster City, CA, 
ZDA 
Inkubator UNIHOOD 650 UniEquip Laborgerätebau un Vertriebs 
GmbH, Nemčija 
Kadička za vertikalno elektroforezo 
MiniProtean 3 Cell 
Bio-Rad, ZDA 
Kadička za horizontalno elektroforezo 
B1A Easy Cast minigel 
Owl, ZDA 
Magnetno mešalo, Rotamix 550MMH Tehtnica, Slovenija 
Mikrocentifugirke Eppendorf, Nemčija 
Mikropipete Eppendorf, Nemčija 
Mikrovalovna pečica AEG, Nemčija 
Mikrotitrski čitalec Tecan Safire Tecan, Švica 
Nastavki za pipete Eppendorf, Nemčja 
Parafilmski trak Pachiney, ZDA 
pH-meter Metrohm, Švica 
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Petrijevke TPP, Švica 
Serološke pipete TPP, Švica in Eppendorf, Nemčija 
Precizna tehtnica Exacta 610 EB, Tehtnica, Slovenija 
Sistem za analizo in dokumentacijo gelov 
in membran G-box 
Syngene, ZDA 
Spektrofotometer Nanodrop ND-1000 PerkinElmer, ZDA 
Termoblok Biometra, Nemčija 
Termostatirani stresalnik Thermomixer Eppendorf, Nemčija 
Transiluminator TFX – 20M, Vilber Lourmat, Francija 
Ultrazvočna sonda UltraSonic Processor 
130 Watt 
Cole-Parmer, ZDA 
Vakuumska črpalka Milipore, Francija 
Vibracijski stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Vir napetosti elektroforezne kadičke 
powerEase 500 
Novex, Frankfurt, Nemčija 
 
3.1.2 Reagenti in topila 
Vsi reagenti, topila in njihovi proizvajalci so urejeni v preglednici II. 





Agar Carl Roth GmbH, Nemčija 
Agaroza Sigma-Aldrich, ZDA 
Akrilamid/bisakrilamid (37,5:1) 40% Sigma-Aldrich, ZDA 
Amonijev persulfat (APS) Promega, Madison, WI, ZDA 
Barvilo Midori Green Nippon Genetics Europe GmbH, Nemčija 
Barvilo Coomassie modro Fluka, Buchs, Švica 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich, ZDA 
Ditiotreitol (DTT) Fluka, Švica 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Merck, Nemčija 
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Etanol, 96 % Riedel-de Haën, Nemčija 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicerol Fluka, Švica 
Glicin Sigma-Aldrich, ZDA 
HCl, 37 % Fluka, Švica 
Imidazol Sigma-Aldrich, ZDA 




KH2PO4 Merck, Nemčija 
KCl Merck, Nemčija 
Kanamicinijev sulfat Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Fluka, Švica 
NaCl J. T. Baker, ZDA 
NaH2PO4 Fluka, Švica 
Na2HPO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
NaOH Fluka, Švica 
Nanašalno barvilo za gelsko elektroforezo 
DNA loading dye (6×) 
Fermentas, Kanada 
Natrijev dodecilsulfat Fluka, Švica 
Ocetna kislina Riedel-de Haën, Nemčija 
Posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne, Slovenija 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Riedel-de Haën, Nemčija 










3.1.3 Kompleti, označevalci ali reagenti 
Vsi kompleti, označevalci ali reagenti so navedeni v preglednici III. 
Preglednica III: Kompleti, označevalci ali reagenti in njihovi proizvajalci 
Komplet Proizvajalec 
Gibson Assembly® Master Mix New England Biolabs, ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidov 
ZymoPURE™ Plasmid Miniprep kit 
Zymo Research, ZDA 
Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela QIAEX® II Gel Extraction Kit 
Qiagen, Nemčija 
Osnovna zmes za verižno reakcijo s 
polimerazo 2×PCR Master Mix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti DNA GeneRuler™ 
DNA Ladder Mix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti za proteinsko 





3.1.4 Pufri, raztopine, gojišča 
Za pripravo pufrov smo zatehtali ustrezne količine sestavin, jim dodali bidestilirano vodo 
(ddH2O) in uravnali pH. Tisti, ki smo jih sterilizirali z avtoklaviranjem (20 min pri 121 °C 
in nadtlaku 1 bar), so označeni z zvezdico (*), tisti, ki smo jih sterilizirali s filtracijo (Φ=0,22 
µm), pa z dvema zvezdicama (**). Navedeni so v preglednici IV in V. 
Preglednica IV: Pufri ter njihova sestava in prozvajalci 
Pufer Sestava/Proizvajalec 
Blokirni pufer 1 (5 % mleko v prahu v 
PBS) 
5 g posnetega mleka v prahu 
100 mL PBS 
Blokirni pufer 2 
2 % BSA v PBS 
2 g BSA 
100 mL PBS 
CutSmart® Buffer New England Biolabs, ZDA 
Elektroforezni pufer za NaDS-Page (10×) 276 mM g Tris 
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1,9 M glicin 
34,7 mM NaDS 
ddH2O ad 1 L 
pH 8,3 
Fosfatni pufer s soljo (PBS) 
pH 7,0 – 8,5 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
10 mM Na2HPO4 
2 mM KH2PO4 
NEBuffer 3.1 New England Biolabs, ZDA 
NEBuffer 2 New England Biolabs, ZDA 
PBS z dodatkom površinsko aktivne snovi 
Tween 
0,05 – 0,1 % (PBST) 
Do 100 mL PBS 
0,1 – 0,05 mL Tween 20 
Pufer IMAC A 
Pufer za vezavo in spiranje 
20 mM Na2HPO4 
500 mM NaCl 
5 mM imidazol 
ddH2O ad 1 L 
pH 7,4 s HCl 
Pufer IMAC B 
Pufer za elucijo 
20 mM Na2HPO4 
500 mM NaCl 
300 mM imidazol 
250 mL pufer A 
pH 7,4 s HCl 
Pufer TAE (50×) 50 mM EDTA 
2 M Tris 
ledocet 
pH 8,5 
Pufer Tris-HCL 1,7 M Tris 
ddH2O ad 0,5 L 
pH 6,8 – 8,8 s HCl 
Pufer za redčenje vzorca pri testu FLISA 0,5 % posnetega mleka v prahu 
0,05 % PBST 
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2× Quick Ligation Buffer New England Biolabs, ZDA 
5× Q5 Reaction Buffer New England Biolabs, ZDA 
 
Preglednica V: Raztopine in njihove sestave 
Raztopina Sestava 
1 M IPTG** vodna raztopina IPTG 
2 % raztopina X-gal raztopina v dimetilformamidu (DMF) 
Raztopina za barvanje s Coomassie 
Briliant Blue 
0,1 % Coomassie modro 
1 % ocetne kisline 
40 % metanol v ddH2O 
Raztopina za razbarvanje NaDS gela 40 % etanol 
10 % ocetna kislina 
 
Za pripravo tekočih gojišč (preglednica VI) smo zatehtali ustrezne sestavine, dodali vodo, 
premešali ter uravnali pH. Nato smo jih avtoklavirali in po potrebi ohlajenim gojiščem dodali 
kanamicin. Za pripravo trdnih gojišč smo ustrezno količino agarja dispergirali v tekoče 
gojišče, avtoklavirali in v ohlajena gojišča (<70 °C) po potrebi dodali kanamicin. Gojišča 
smo še v tekoči fazi v aseptičnih pogojih vlili v sterilne petrijevke in jih po strditvi shranili 
pri 4°C. 
Preglednica VI: Gojišča in njihova sestava 
Gojišče Sestava 
Tekoče gojišče LB 6 g tripton 
3 g kvasni ekstrakt 
6 g NaCl 
ddH2O ad 600 mL 
Tekoče gojišče 2×TY 9,6 g tripton 
6 g kvasni ektrakt 
3 g NaCl 





3.2 BIOLOŠKI MATERIAL 
 
Plazmid pSB1K3/mRFP1 
Plazmid pSB1K3/mRFP vsebuje zapis za monomerni rdeči fluorescenčni protein. Pozitivni 
selekcijski označevalec je gen Kan, ki omogoča rezistenco proti kanamicinu. Plazmid so 
pripravili Anthony Forster in sodelavci in ga deponirali v zbirko Addgene v ZDA. 
Nukleotidno zaporedje plazmida se nahaja v Prilogi 1. 
Plazmid pET-28a(+) 
Plazmid pET-28(+) (Merck Millipore (Novagen)) je bakterijski vektor za izražanje proteinov 
z N- in/ali C-končnim heksahistidinskim repkom. Ne omogoča α-komplementacije in 
posledično modro-belega testa, zato moramo kolonije z ustrezno vstavljenim genom 
identificirati s sekvenciranjem plazmidne DNA. Vektor vsebuje gen za odpornost proti 
kanamicinu.  
3.2.1 Bakterijska seva 
Tekom diplomske naloge smo upoprabili dva bakterijska seva, navedena v preglednici VII. 
Preglednica VII: Bakterijski sevi in njihovi proizvajalci 
 
Bakterijski sev Proizvajalec 
E. coli TOP10  
Genotip: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 λ- nupG 
Invitrogen, ZDA 
E. coli NiCo21 (DE3) 
Genotip: can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal 
(λ DE3) [dcm] arnA::CBD slyD::CBD 
glmS6Ala ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo 
∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) 
i21 ∆nin5 




Za namene vrednotenja vezave rekombinantnega proteina smo uporabili protitelesa, 
navedena v preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Protitelesa in njihovi proizvajalci 
Protitelo (Proizvajalec) Lastnosti 




(Remicade®, Janssen Biologics B.V., 
Nizozemska) 
Himerno monoklonsko protitelo IgG1 
 
3.2.3 Encimi, uporabljeni pri molekulskem kloniranju 
Za namene molekulskega kloniranja rekombinantnega proteina smo uporabili encime, 
navedene v preglednici IX. 
Preglednica IX: Encimi, njihova prepoznavna in cepitvena mesta ter proizvajalci 









New England Biolabs, 
ZDA 
Q5® Hot Start High-Fidelity 
DNA Polymerase (DNA-
polimeraza) 











Sintezne oligonukleotide (preglednica X) smo naročili pri podjetju Integrated DNA 
Technologies (Coralville, Iowa, ZDA). 
Preglednica X: Oznake in nukleotidna zaporedja oligonukleotidov 























3.3.1 Shema metod, uporabljenih za molekulsko kloniranje 
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polimerazo (PCR 1) 
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Agarozna gelska elektroforeza 
Izolacija amplikona  iz agaroznega gela 






























3.3.1.1 Izolacija plazmida pSB1K3/mRFP1  
Iz kulture E. coli TOP10 smo izolirali plazmid pSB1K3/mRFP, ki vsebuje genski zapis za 
rdeči fluorescenčni protein. Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta 
ZymoPURE™ Plasmid Miniprep kit (Zymo Research, ZDA). Eluirana plazmidna DNA je 
tako pripravljena za takojšnjo uporabo, brez obarjanja z alkoholom. Bakterijsko kulturo E. 
coli TOP10 smo pripravili z inokulacijo trajne kulture (shranjene v glicerolu pri -80 °C) v 5 
mL gojišča LB s 30 µg/mL kanamicina in gojenjem preko noči pri 37 °C z intenzivnim 
stresanjem. Zjutraj smo kulturo centrifugirali in supernatant zavrgli. Posedle celice smo 
Sestavljanje fragmentov po 
Gibsonu (Gibson assembly) 
Transformacija celic E. coli 
TOP10 s toplotnim šokom 
 
PCR na osnovi kolonije 
Inokulacija prekonočnih kultur 
Sangerjevo sekvenciranje 
Priprava trajne kulture 
NiCo21/pET28:min19FcQ6D-
RFP 
Izolacija vektorja z insertom iz 
prekonočnih kultur 
Spektrofotometrična ocena koncentracije 
plazmida 
Transformacija celic E. coli 
NiCo21 s toplotnim šokom 
Slika 5: Shematski prikaz molekulskega kloniranja rekombinantnega proteina 
Agarozna gelska elektroforeza 
Izolacija fragmenta iz agaroznega gela 
Spektrofotometrična ocena 
koncentracije amplikona 
Restrikcija plazmida pET28 
Agarozna gelska elektroforeza 






suspendirali v pufru z RNAzo A in jih lizirali z alkalno raztopino NaOH/SDS ter nazadnje 
dodali še nevtralizacijski pufer. Lizat smo centrifugirali, zavrgli usedlino, supernatantu pa 
dodali vezavni pufer za adsorpcijo DNA na membrano v koloni. DNA smo s pomočjo 
raztopin za spiranje membrane prečistili in jo na koncu eluirali z 10 mM Tris-HCl s pH 8,4. 
Pred elucijo smo elucijski pufer za večji izkoristek segreli na  ~50 °C. 
3.3.1.2 Določitev koncentracije DNA 
Čistost in koncentracijo izolirane DNA smo ocenili spektrofotometrično z napravo 
Nanodrop 1000. Za čisto dvoverižno DNA velja, da ima raztopina s koncentracijo 50 μg/mL 
pri dolžini optične poti 1 cm absorbanco 1,0 pri valovni dolžini 260 nm. Čistost DNA lahko 
ocenimo iz razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm. Raztopina čiste dvoverižne DNA ima 
razmerje absorbanc A260/A280 približno 1,8. Prisotnost RNA to razmerje poviša, prisotnost 
proteinov in fenolov pa zniža (37). 
3.3.1.3 Verižna reakcija s polimerazo 
Za pripravo gena za fuzijski protein smo izvedli dve zaporedni verižni reakciji s polimerazo 
(priloga 2) oz. njeni izpeljanki Hot-start PCR. Za razliko od običajne PCR je tu DNA-
polimeraza obdelana, da je preprečeno njeno delovanje pri sobni temperaturi in s tem 
nespecifično pomnoževanje v fazi priprave vzorcev. Za aktiviranje encima je potreben 
dodaten korak segrevanja pred prvim ciklom pomnoževanja. PCR omogoča specifično in 
hitro pomnoževanje odsekov DNA s termostabilno DNA-polimerazo. Za reakcijo 
potrebujemo matrično DNA, dva začetna oligonukleotida, DNA-polimerazo, zmes vseh 
štirih deoksinukleotidov ter reakcijski pufer z magnezijevimi ioni. Vse sestavine nato 
ciklično segrevamo ter ohlajamo. Teoretično imamo po n ciklih v reakcijski zmesi 2n 
identičnih kopij gena (37). 
Začetne oligonukleotide smo prejeli liofilizirane. Po navodilih proizvajalca smo jim dodali 
ustrezno količino ddH2O, da smo dosegli koncetracijo 100 μM (založna raztopina). Delovna 
raztopina oligonukleotidov je bila 10 μM. Sestava reakcijske zmesi je podana v preglednici 





Preglednica XI: Reakcijska zmes za prvi PCR. 
5× Q5 Reaction Buffer 5 μL 
10 mM dNTP 0,5 μL 
10 μM F-RFP_fusion1 1,25 μL 
10 μM R-RFP_fusion1 1,25 μL 
Plazmid 
pSB1K3/mRFP1 
(~1 ng), 3,0 μL 
ddH2O 13,75 μL 




Skupaj Σ25 μL 
 








3.3.1.4 Analiza z agarozno gelsko elektroforezo 
Po končani reakciji PCR smo amplikon analizirali s pomočjo agarozne gelske elektroforeze. 
Pripravili smo 1,5 % agarozo za fragment v velikosti  ~750 bp. Za nanos na gel smo v 
mikrocentrifugirko s 25 μL PCR-zmesi dodali še 5 μL nanašalnega pufra. Pripravili smo tudi 
zmes označevalca velikosti; zmešali smo 8,5 μL ddH2O, 1,5 μL označevalca velikosti DNA 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix ter 2 μL nanašalnega pufra. Intenziteto lis po barvanju smo 
dokumentirali z uporabo programske opreme GeneTools za analizo in dokumentacijo gelov 
G-box. Za vizualizacijo DNA smo v zmes za agarozo dodali 2,5 μL barvila Midori Green, 
30 s 98 °C 
10 s 98 °C 
20 s 70 °C                             
20 s 72 °C 




ki deluje kot interkelator in se vgradi med bazne pare dvoverižne DNA. Fragment smo nato 
iz gela izolirali s kompletom QIAEX® II Gel Extraction Kit. Ekstrakcija in čiščenje 
fragmenta DNA temelji na solubilizaciji agaroze in selektivni, kvantitativni adsorpciji 
nukleinskih kislin na delce silikagela pri nizkem pH in v prisotnosti visoke koncentracije 
soli ter eluciji fragmentov DNA v alkalen pufer nizke ionske moči. Fragmentom DNA smo 
spektrofotometrično izmerili koncentracijo z Nanodrop 1000. 
Drugo reakcijo PCR (preglednica XIII) smo izvedli po istem postopku, s temperaturnim 
programom navedenim v preglednici XII. Za matrično DNA smo vzeli pomnožek prve 
reakcije PCR, ki smo ga 100× redčili. 
Preglednica XIII: Reakcijska zmes za drugo reakcijo PCR. 
5× Q5 Reaction Buffer 5 μL 
10 mM dNTP 0,5 μL 
10 μM F-RFP_fusion2 1,25 μL 
10 μM R-RFP_fusion2 1,25 μL 
Pomnožek prve reakcije 
PCR 
1,0 μL 
ddH2O 15,75 μL 




Skupaj Σ25 μL 
 
Zopet smo amplikon analizirali s pomočjo agarozne gelske elektroforeze, fragment smo 
poslikali s programsko opremo G-box (Syngene, VB) in pomnožek iz agaroznega gela 
izrezali s spatulo ter nato ekstrahirali iz gela s komercialnim kompletom. Nazadnje smo 
fragmentu DNA spektrofotometrično ocenili koncentracijo. 
3.3.1.4 Restrikcija plazmida pET-28a(+) 
Za lineariziranje vektorja pET-28a(+) smo uporabili restricijski endonukleazi NcoI-HF® in 
XhoI. Restriktaze prepoznajo 4-8 baznih parov dolga palindromska zaporedja ter DNA 
cepijo tako, da nastanejo topi ali lepljivi konci (39). Za optimalno delovanje restriktaz smo 
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uporabili tudi primeren reakcijski pufer (CutSmart® Buffer). Reakcijska zmes je navedena 
v preglednici XIV. 
Preglednica XIV: Reakcijska zmes za restrikcijo plazmida pET-28a(+). 
NcoI-HF® 1 μL 
XhoI 2 μL 
CutSmart® Buffer 5 μL 
Plazmid pET-28a(+) 31,2 μL 
ddH2O 0,8 μL 
Skupaj Σ50 μL 
 
Reakcijsko zmes smo inkubirali 2 h pri 37 °C. Fragmente smo analizirali z agarozno gelsko 
elektroforezo, dokumentirali s programsko opremo G-box ter lineariziran plazmid in insert 
s pomočjo komercialnega kompleta ekstrahirali in ga očistili.  
3.3.1.5 Sestavljanje fragmentov po Gibsonu (Gibson assembly) 
Daniel Gibson in sodelavci so leta 2009 opisali enostavno metodo za sestavljanje več 
molekul DNA s homolognimi konci s pomočjo usklajenega delovanja 5'-eksonukleaze, 
DNA-polimeraze in DNA-ligaze (slika 6). Reakcija poteče pri definirani temperaturi 
(običajno 50 °C). Ta način sestavljanja je mogoče uporabiti za brezhibno konstruiranje 





Slika 6: Fragmenta DNA (prejemni plazmid in amplikon) si delita končni  zaporedji (rdeče 
in zeleno) in se v enostopenjski izotermalni reakciji kovalentno združita v enotno molekulo 
dvoverižne DNA. Ekskonukleaza T5 odstrani nukleotide s 5'-koncev dvoverižnih molekul 
DNA, komplementarni enoverižni DNA se nato povežeta z vodikovimi vezmi, DNA-
polimeraza Pfu zapolni vrzeli in DNA-ligaza Taq poveže zareze. Eksonukleaza T5 je 
toplotno občutljiva in se med inkubacijo pri 50 °C inaktivira (40). Prirejeno po (41). 
Ustrezne količine sestavin smo preračunali po navodilih proizvajalca kompleta Gibson 
Assembly® Master Mix. Priporočajo skupno 0,02–0,5 pmolov fragmentov DNA, če v vektor 
vstavljamo en ali dva fragmenta. Za izračun števila pmol posameznega fragmenta za 
optimalno sestavljanje na podlagi dolžine in mase fragmenta smo uporabili enačbo 1: 
pmol = (masa v ng) x 1000 / (bazni pari x 650 daltonov)  (enačba 1) 
 
Pomagali smo si s podatkom, da 50 ng dsDNA dolžine 5000 bp ustreza približno 0.015 
pmolom (vektor pET-28 je velik 5,2 kb) in da mora biti inserta približno 3× več. 
Enačbo smo torej izpeljali tako: 
 
0,045 pmolov = masa × 1000 / (765 bp × 650 daltonov) 
masa = 0,045 pmolov / 0,002 bpDa= 22,5 ng 
 




Preglednica XV: Reakcijska zmes za sestavljanje fragmentov DNA po Gibsonu. 
Gibson Assembly® Master Mix 5 μL 
Insert min19Fc-RFP 0,33 μL (22,5 ng) 
2x rezan plazmid pET-28a(+) 4 μL (50 ng) 
ddH2O 0,67 μL 
Skupaj Σ5 μL 
 
Reakcijsko zmes smo sprva inkubirali 15 min pri 50 °C, vendar ligacija ni bila uspešna, zato 
smo postopek prilagodili, in sicer 15 min pri 45 °C ter nato 1 uro pri  50 °C. 
3.3.1.6 Transformacija celic E. coli TOP10 s toplotnim šokom 
Plazmid smo z namenom pomnoževanja vnesli v kompetentne celice E. coli TOP10. 
Transformacijo le-teh s plazmidom pET-28:min19FcQ6D-RFP smo dosegli z metodo 
toplotnega šoka. Kompetentne celice smo odtalili na ledu, 200 μL celic smo dodali 9,5 μL 
reakcijske zmesi za sestavljanje po Gibsonu. Vsebino mikrocentrifugirke smo inkubirali na 
ledu 30 min. Potem smo mikrocentrifugirko prestavili v vodno kopel na 42 °C za 45 s, zatem 
pa še 5 min inkubirali na ledu. Bakterijski suspenziji smo nato dodali 800 μL gojišča LB ter 
vsebino stresali 1 h pri 37 °C pri 150 vrt./min. Bakterijsko kulturo smo razmazali na agarno 
gojišče LB s kanamicinom (30 μg/mL) ter petrijevko preko noči inkubirali pri 37 °C. 
3.3.1.7 PCR na osnovi kolonije 
Verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije smo uporabili za kontrolo uspešnosti 
sestavljanja fragmentov DNA po Gibsonu in identifikacijo kolonij, ki vsebujejo vektor z 
vstavljenim insertom. Namesto izolirane DNA lahko v reakcii PCR uporabimo celični lizat. 
S sterilnim zobotrebcem prenesemo kolonijo z agarne plošče neposredno v reakcijsko 
mešanico. V denaturacijski stopnji celice popokajo in plazmidna DNA se sprosti iz njih (42). 
Reakcijska zmes za PCR na osnovi kolonije je navedena v preglednici XVI. 
Preglednica XVI: Reakcijska zmes za PCR na osnovi kolonije. 
10 mM dNTP 1,7 μL 
5× Q5 Reaction Buffer 17 μL 
F-T7 (10 µM) 0,5 μL 
R-T7 (10 µM) 0,5 μL 
ddH2O 57 μL 








Reakcijsko zmes smo alikvotirali po 10 μL v šest mikrocentrifugirk za PCR, v vsako smo 
nato kot dodali bakterijsko kolonijo, transformirano s pET-28:min19FcQ6D-RFP, ki smo jo 
na gojišču ustrezno označili in iz agarne plošče z dotikom prenesli v reakcijsko PCR zmes. 
Kot kontrolo smo v eno mikrocentrifugirko dodali 0,1 μL zmesi za sestavljanje po Gibsonu 
(3.3.1.5), kot negativno kontrolo pa smo se samo dotaknili agarne plošče, kjer se ni nahajala 
nobena kolonija in slednjo sterilno prenesli v mikrocentrifugirko z zmesjo za PCR. Nato smo 
mikrocentrifugirke prestavili v ciklični termostat, da je reakcija potekla pod pogoji 
navedenimi v preglednici XVII. Pomnožke smo identificirali z agarozno gelsko 
elektroforezo in gel poslikali s strojno opremo G-box. 
 








3.3.1.8 Priprava prekonočne bakterijske kulture 
Kolonije, transformirane z vektorjem z vstavljenim insertom, smo s sterilnim pipetnim 
nastavkom inokulirali v po 10 mL gojišča 2×TY s kanamicinom (30 μg/mL) ter jih stresali 
z 250 vrt./min preko noči pri 37 °C. 
3.3.1.9 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Sekvenciranje ali določitev nukleotidnega zaporedja konstruktov je opravilo podjetje GATC 
Biotech (Eurofins Genomics; Konstanz, Nemčija) po Sangerjevi metodi. Vzorce smo 
pripravili po navodilih podjetja:  zmešali smo 5 μL plazmidne DNA s koncentracijo 463 
ng/μL in 5 μL 5 μM začetnega oligonukleotida F-T7. Rezultate sekvenciranja smo primerjali 
s teoretičnim želenim zaporedjem, da smo potrdili uspešnost kloniranja in odsotnost mutacij. 
3.3.1.10 Transformacija E. Coli NiCo21 (DE3) s toplotnim šokom 
Plazmid smo z namenom izražanja proteina vnesli v kompetentne celice E. coli NiCo21 
(DE3). Transformacijo le-teh s plazmidom pET-28:min19FcQ6D-RFP smo dosegli z 
metodo toplotnega šoka (3.3.1.6). 
7 min 95 °C 
30s 94 °C 
30s 67 °C                           
20s 72 °C 




3.3.1.11 Priprava trajne kulture 
Za pripravo trajne kulture smo zmešali 830 μL prekonočne bakterijske kulture in 170 μL 88 
% (V/V) glicerola ter zmes shranili pri temperaturi -80 °C. Glicerol deluje kot krioprotektant 
tako, da preprečuje poškodbe celic zaradi nastanka ledenih kristalov vode, zato lahko tako 
pripravljene kulture shranjujemo več let (43). 
3.3.2 Izražanje rekombinantnega proteina 
Rekombinantni protein min19FcQ6D smo pred izražanjem v večjem obsegu, še testno 











3.3.2.1 Testno izražanje 
Zapis za RFP s peptidom min19FcQ6D, ki smo ga v celico vnesli z ekspresijskim vektorjem 
pET-28a(+), je pod nadzorom promotorja T7, zato z dodatkom IPTG lahko posredno 
induciramo prepisovanje fuzijskega proteina. 
500 μL prekonočne bakterijske kulture smo zmešali s 100 mL gojišča 2×TY s 30 
µg/mLkanamicina in inkubirali pri 37 °C ter 250 vrt./min toliko časa, dokler ni bakterijska 
kultura dosegla OD600 v vrednosti 0,4-0,6. Bakterijsko suspenzijo smo nato alikvotirali po 
10 mL v 6 sterilnih erlenmajeric. V dve smo dodali po 1 mM IPTG in tako izvedli popolno 
indukcijo. V drugih dveh kulturah smo izražanje rekombinantnega proteina šibko inducirali 
z dodatkom 0,1 mM IPTG in zadnji dve pustili neinducirani. Po eno inducirano, šibko 
inducirano ter neinducirano paralelo smo inkubirali pri dveh različnih temperaturah (30 °C 
in 37 °C) ter stresali pri 250 vrt./min 4 h. Po končani indukciji smo celično kulturo 
centrifugirali, supernatant odstranili in celično usedlino suspendirali v preračunani količini 
Slika 7: Shematski prikaz izražanja rekombinantnega proteina 
 
Izražanje v povečanem 
obsegu 
Testno izražanje  
min19FCQ6D-RFP 
Analiza z NaDS-PAGE 
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fosfatnega pufra po formuli: VPBS = OD600 × 100 μL ter zamrznili pri -80 °C za bolj 
učinkovito razbitje celične stene.  
3.3.2.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-
PAGE) 
Izražanje rekombinantnega konstrukta in19FcQ6D-RFP smo ovrednotili z NaDS-PAGE s 
sledečim barvanjem s Coomassie Brilliant Blue. Inducirane celične kulture smo sonicirali z 
ultrazvočno sondo, s katero smo izvedli 5 s  pulz (30 % amplituda) v izmenjevanju z 10 s 
pavzo. Za preprečitev pregretja smo imeli vsebino centrifugirke ves čas na ledu. Lizatu smo 
dodali DNazo I s koncentracijo 10 μg/mL ter inkubirali na ledu 15 min. Razbitju celic je 
sledilo centrifugiranje ter ločevanje na topno frakcijo (TF) v supernatantu in netopno frakcijo 
(NTF) v usedini, ki smo jo ponovno suspendirali v enakem PBS. Zbiralni in ločevalni gel 
smo pripravili po postopku, navedenem v preglednici XVIII. 
Preglednica XVIII: Sestava ločevalnega in zbiralnega gela za NaDS-PAGE 
15% LOČEVALNI GEL 5% ZBIRALNI GEL 
40 % 
akrilamid/bisakrilamid 
2,625 mL 40 % 
akrilamid/bisakrilamid 
0,5 mL 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 1,75 mL 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 0,5 mL 
10 % amonijev persulfat 
(APS) 
70 μL 10 % amonijev persulfat 
(APS) 
40 μL 
10 % SDS 70 μL 10 % SDS 40 μL 
TEMED 28 μL TEMED 4 μL 
ddH2O 2,485 mL ddH2O 2,92 mL 
 
Reakcijsko zmes smo pripravili tako, da smo zmešali 5,3 μL nanašalnega pufra LD, 2,7 μL 
1 M DTT in 10 μL lizata. Mikrocentrifugirke smo nato za 4 min dali v vodno kopel (100 °C) 
in nanesli na elektroforezni gel ter elektroforezo pustili teči 90 min pri konstantni napetosti 
90 V. 
Po končani elektroforezi smo geli prestavili v raztopino za barvanje NaDS-PAGE ter stresali 
45 min pri sobni temperaturi. Nazadnje smo gel prenesli v razbarvalno raztopino ter lise, 
vizualizirane po barvanju NaDS-PAGE gela s Coomassie, slikali z uporabo programske 
opreme GeneTools na napravi G-box.  
3.3.2.3 Izražanje rekombinantnega fuzijskega proteina v večjem obsegu 
Pripravili smo 400 mL tekočega gojišča 2×TY s 30 µg/mL kanamicina, v katerega smo 
dodali 2 mL prekonočne bakterijske kulture. Bakterijsko kulturo smo stresali pri 37 °C 
približno 2 h do dosežene OD600 0,4-0,6. Nato smo inducirali izražanje rekombinantnega 
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fuzijskega proteina z 0,1 mM IPTG ter stresali 6,5 h pri 28 °C ter na koncu zopet pomerili 
OD600. 
3.3.3 Vrednotenje vezave, izolacija in čiščenje rekombinantnega fuzijskega proteina min19FcQ6D-
RFP 
Shematski prikaz čiščenja, izolacije in vrednotenja vezave rekombinantnega proteina je 

















3.3.3.1 Fluorescenčnoimunski test (FLISA)  
S testom FLISA smo želeli preveriti sposobnost vezave peptidnega dela fuzijskega 
rekombinantnega proteina na fragment Fc himernega IgG. Na vdolbinice črne mikrotitrske 
ploščice Maxisorp smo preko noči pri 4 °C adsorbirali infliksimab (v vdolbinice smo nanesli 
po 50 μL raztopine padajočih koncentracij ali raztopino v najvišji koncentraciji) ali anti-His-
tag (5 μg/mL; pozitivna kontrola) v pufru PBS (preglednica XIX). Prihodnji dan smo 
nezasedene površine mikrotitrskih vdolbinic blokirali s po 200 μL blokirnega pufra 2 uri pri 
sobni temperaturi. Niz »slepih« vdolbinic smo zgolj blokirali z BSA. Vdolbinice smo trikrat 
sprali s po 280 μL 0,1 % PBST. V naslednjem koraku smo v vdolbinice s pozitivno kontrolo 
Analiza z NaDS-PAGE 
Slika 8: Shematski prikaz vrednotenja vezave, izolacije in čiščenja rekombinantnega 












in testne vdolbinice A nanesli po 100 μL celičnega lizata, v slepe in testne vdolbinice B pa 
celični lizat, serijsko redčen v pufru za redčenje (2×, 10×, 100× in neredčen) ter rahlo stresali 
1,5 h pri sobni temperaturi. Ponovili smo trikratno spiranje s po 200 μL 0,1 % PBST. 
Nazadnje smo v vse vdolbinice dodali še 50 μL PBS in s čitalcem mikrotitrskih ploščic 
Tecan Safire izmerili intenziteto fluorescence pri 583 nm po vzbujanju s svetlobo valovne 
dolžine 558 nm.  










5 μg/mL 5 μg/mL 5 μg/mL 100 μL (2×) 
5 μg/mL 1 μg/mL 5 μg/mL 100 μL (10×) 
5 μg/mL 0,2 μg/mL 5 μg/mL 100 μL (100×) 
5 μg/mL 0 5 μg/mL 100 μL 
 
3.3.3.2 Čiščenje in izolacija rekombinantnega fuzijskega proteina s kovinsko-kelatno afinitetno 
kromatografijo  
Za izolacijo in čiščenje min19FcQ6D-RFP smo izvedli kovinsko-kelatno afinitetno 
kromatografijo (IMAC). 0,862 g zamrznjenih celic smo suspendirali v 8,6 mL pufra IMAC 
A. Postopek čiščenja smo izvajali pri sobni temperaturi z 1-mL kolono HiTrap IMAC, ki 
vsebujejo kovinske ione (Ni2+), vezane na agarozni nosilec. Najprej smo kolono ekvilibrirali 
s pufrom A. Sledil je nanos vzorca (topna frakcija bakterijskega lizata) in spiranje kolone z 
različnimi koncentracijami pufra B (5 %, 10 % in 15 % oz. 20 mM imidazol, 35 mM imidazol 
in 50 mM imidazol). V zadnjem koraku smo kolono sprali s 100 % elucijskim pufrom 
(pufrom B, 300 mM imidazol). V tej stopnji smo začeli zbirati frakcije po 0,5 mL, ki so 
vsebovale rekombinanten protein. Proteine smo detektirali z UV-detektorjem pri valovnih 
dolžinah 280 nm in 558 nm. Frakcije, ki so vsebovale rekombinantni protein, smo združili 
in koncentrirali z ultrafiltracijo. Za ultrafiltracijo smo uporabili filter Centricon YM-10. 
Filter je sestavljen iz dvoslojne celulozne porozne membrane, skozi katero lahko prehajajo 
le proteini z določeno molekulsko maso. Tako lahko 0,5 mL vzorec koncentriramo do 5-15 
μL (44). Čistost zbranih frakcij  (A1-A3) po čiščenju z IMAC smo preverili z NaDS-PAGE. 
3.3.3.3 Čiščenje rekombinantnega proteina z izključitveno kromatografijo (SEC) 
Z metodo izključitvene kromatografije smo  razsolili rekombinantni protein, izoliran z 
IMAC. SEC uporabljamo pri ločevanju molekul z višjo molekulsko maso, ločitev 
komponent poteka na osnovi razlik v velikosti oziroma obliki (hidrodinamski volumen). Pri 
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SEC smo uporabili kolono HiTrap desalting 5 mL. Vzorce treh frakcij (A1-A3), zbranih po 
čiščenju z IMAC, smo (vsake po 500 μL) nanesli na kolono, za kromatografski pufer pa smo 
uporabili PBS. 
3.2.3.4 Vrednotenje vezave prečiščenega konstrukta na adsorbirane človeške IgG s testom FLISA 
Na enak način, kot je opisano v rubriki 3.3.3.1, smo test FLISA ponovili še s prečiščenim 
rekombinantnim fuzijskim proteinom, le da smo namesto infliksimaba uporabili zmes 
človeških IgG (i.v. IgG, zdravilo Octagam). Predhodni dan smo preko noči pri 4 °C 
adsorbirali poliklonska hIgG (10 μg/mL)  v po 100 μL pufra PBS. Vdolbinice smo nato 
dvakrat sprali s po 300 μL PBS, blokirali z 2 % (m/V) posnetega mleka v prahu v PBS in 
inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. Nato smo vdolbinice še dvakrat sprali z 0,1% PBST 
(V/V) ter zadnjič samo s PBS. Po 18 μL eluata A1 rekombinantnega proteina, zajetega po 
SEC, smo zmešali v 100 μL 0,5 % posnetega mleka v 0,057 % PBST in inkubirali 1,5 h pri 
sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vdolbinice zopet dvakrat sprali z 0,1 % PBST in enkrat 
s PBS. Nazadnje smo v vse vdolbinice dodali še 50 μL PBS in s čitalcem mikrotitrskih 
ploščic Tecan Safire izmerili intenziteto fluorescence pri 583 nm po vzbujanju s svetlobo 
valovne dolžine 558 nm.  
3.2.3.5 Test fluorescence fuzijskega proteina 
V vdolbinice črne mikrotitrske ploščice smo napipetirali po 100 µL serijskih redčitev 
raztopine fuzijskega proteina min19Fc_Q6D-RFP iz eluata A1 po SEC v pufru PBS. Protein 
smo redčili 10-, 20-, 40-, 80-, 160-, 320- in 640-krat, v eno vdolbinico po smo nanseli le 100 
µL pufra PBS. S čitalcem mikrotitrskih ploščic Tecan Safire smo izmerili intenziteto 




IV. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Za pripravo ekspresijske kasete smo uporabili osnovne metode tehnologije rekombinantne 
DNA. S slednjimi smo pripravili fuzijski protein, sestavljen iz poročevalskega rdečega 
fluorescenčnega proteina in peptida, ki se veže na regijo Fc imunoglobulinov G in bi lahko 
služil kot alternativa sekundarnim protitelesom za označevanje in detekcijo IgG.  
4.1 PRIPRAVA EKSPRESIJSKE KASETE ZA FUZIJSKI PROTEIN 
min19Fc_Q6D-RFP 
 
4.1.1 Izolacija plazmida psB1K3/mRFP1 
S komercialnim kompletom za izolacijo plazmidov smo iz celične kulture E. coli TOP10 
izolirali vektor psB1K3 (slika 9), ki vsebuje genski zapis za monomerni rdeči fluorescenčni 
protein, ki nam je služil kot poročevalski protein.  
 
 




Po izolaciji plazmida iz bakterijske celične kulture smo njegovo koncentracijo ocenili 
spektrofotometrično na 13 ng/µL. Kljub razmeroma nizki koncentraciji plazmida je ta 
zadoščala  za izvedbo prve reakcije PCR.  
 
4.1.2 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvajali v dveh korakih, saj bi bili začetni oligonukleotidi 
v nasprotnem primeru predolgi, kar bi lahko vodilo v tvorbo zank ali nespecifično vezavo 
na matrično DNA. 
V prvi PCR smo s sinteznima začetnima oligonukleotidoma F-RFP_fusion1 in R-
RFP_fusion2 poleg pomnoževanja gena za mRFP na 5'-konec amplikona dodali nukleotidno 
zaporedje, ki kodira peptid min19Fc_Q6D z aminokislinskim zaporedjem GSYWYDVWF 
ter peptidni distančnik z aminokislinskim zaporedjem GGGS. Pričakovana velikost 
amplikona je bila tako 722 baznih parov, kar smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Položaj lise na sliki 10 ustreza želeni velikosti. Po ekstrakciji iz gela smo koncentracijo 
amplikona 1 spektrofotometrično ocenili na 116 ng/μL. 
 
 
Slika 10: Vidna lisa pomnožka 1 pri 722 bp na agarozni gelski elektroforezi 
V drugi PCR smo kot matrično DNA uporabili genski material iz prve reakcije ter fuzijski 
gen dopolnili s 5'- in 3'-homolognima zaporedjema za vnos v plazmid pET28 v nadaljnji 
reakciji sestavljanja po Gibsonu. Izvedli smo dve vzporedni reakciji PCR 2 in amplikona 





Slika 11: Vidni lisi pomnožkov 2 pri 762 bp na agarozni gelski elektroforezi 
Po izolaciji iz gela s komercialnim kompletom smo koncentraciji amplikonov 2 




4.1.3 Restrikcija ekspresijskega vektorja pET-28a(+) 
Izoliran amplikon smo vstavili v plazmid pET-28a(+) (slika 12), ki je kot ekspresijski vektor 
namenjen izražanju rekombinantnih proteinov v prejemnem gostiteljskem bakterijskem 
sevu, ki nosi lizogen λDE3. 
  
Slika 12: Slika prikazuje gensko karto plazmida pET-28a(+), ki je dolg 5369 baznih parov. 
Prikazana so vsa cepitvena mesta za restrikcijske endonukleaze ter genski zapis za odpornost 
proti antibiotiku kanamicinu. Na sliki je označeno tudi mesto začetka podvojevanja (ORI) 
in MCS. Prirejeno po (45). 
Vektor smo morali pred reakcijo sestavljanja po Gibsonu linearizirati z restrikcijskima 
endonukleazama NcoI-HF in XhoI, tako da sta bila konca vektorja homologna koncema 
amplikona 2. Po restrikciji smo dobili lineariziran plazmid pET-28a(+), dolg približno 5,2 
kb, ki smo ga analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (slika 13) ter ga iz gela nato izolirali 




Slika 13: Vidna lisa lineariziranega pET-28a(+) po agarozni gelski elektroforezi 
 
4.1.4 Vstavljanje konstrukta min19FcQ6D-RFP v ekspresijski vektor 
 
Za sestavljanje fragmentov DNA po Gibsonu smo ustrezne količine sestavin za reakcijsko 
zmes izračunali po enačbi 1 in sledili protokolu proizvajalca kompleta Gibson Assembly 
Master Mix. V enostopenjski reakciji smo tako vstavili insert min19FcQ6D-RFP v 
lineariziran plazmid pET-28a(+).  
Po transformaciji celic E. coli TOP10 z reakcijsko zmesjo in razmazu na agarno gojišče 
LB/kan bakterijske kolonije niso zrasle, kar je bila verjetno posledica neuspešne ligacije. Pri 
reakciji sestavljanja fregmentov DNA po Gibsonu smo zato prilagodili reakcijske pogoje in 
poskusili ponovno. Namesto 15 min pri 50 °C, smo zmes inkubirali 15 min pri 45 °C ter nato 
1 h pri 50 °C za bolj učinkovito sestavljanje inserta in plazmida. Predvidevamo, da je bila 
aktivnost eksonukleaze pri nekoliko nižji temperaturi in daljšem času inkubacije višja in da 
je bila reakcija zato uspešna. Po spremenjenem protokolu je na selekcijskem gojišču zraslo 
6 transformiranih bakterijskih kolonij. 
4.1.5 Preverjanje uspešnosti vstavljanja inserta v vektor 
 
S PCR na osnovi kolonije smo potrdili uspešnost vstavljanja inserta min19Fc_Q6D-RFP v 
vektor pET-28a(+) in preverili, katere kolonije so ga sprejele. Kot začetna oligonukleotida 
smo uporabili F-RFP_fusion2 (Tm= 69 °C)  in R-RFP_fusion2 (Tm= 72 °C), s katerima smo 
pomnožili samo odsek z našim amplikonom min19Fc_Q6D-RFP. Rezultate smo analizirali 
z agarozno gelsko elektroforezo na 0,7 % agaroznem gelu (slika 14), kjer je bilo vidno, da 
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so vse, razen 3. kolonije, sprejele insert min19Fc_Q6D-RFP. Lise amplikonov z inserti gena 
za rekombinantni protein smo pričakovali pri 762 bp. Šibka lisa pri negativni kontroli (NK) 
je verjetno posledica vnosa inserta ali vektorja z insertom neposredno z agarnega gojišča v 
reakcijo PCR. 
 
Slika 14: Rezultati agarozne gelske elektroforeze po PCR na osnovi kolonije 
Ustreznost nukleotidnega zaporedja ekspresijske kasete smo preverili s sekvenciranjem s 
Sangerjevo metodo. Analizirali smo sicer dva konstrukta (pET-28:min19Fc_Q6D-RFP_1 in 
pET-28_2:min19Fc_Q6D-RFP_2). Ustreznost prvega smo potrdili in smo z njim nadaljevali 
transformacijo celic ekspresijskega seva E. coli NiCo21 (DE3).  
4.2 IZRAŽANJE FUZIJSKEGA PROTEINA min19Fc_Q6D-RFP 
 
4.2.1 Transformacija E. coli NiCo21 (DE3) s pET-28:min19Fc_Q6D-RFP_1 in 
induciranje izražanja 
 
S toplotnim šokom smo transformirali kompetentne celice E. coli NiCo21 (DE3) ter izvedli 
testno izražanje v majhnem volumnu kulture. Izražanje rekombinantnega fuzijskega proteina 
smo inducirali z IPTG, ki je sintezni mimetik alolaktoze, metabolita laktoze, ki sproži 
transkripcijo genov pod nadzorom promotorja lac. V našem primeru smo z IPTG inducirali 
izražanje gena za RNA-polimerazo T7 (prisoten na bakterijskem kromosomu kot lizogen 
λDE3), ki je prepisovala gen za fuzijski protein pod nadzorom promotorja T7 na plazmidu 
pET28. Testno izražanje v gojišču 2×TY smo naredili z večimi paralelami, ki smo jih 
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razdelili v pare na močno inducirane, šibko inducirane ter neinducirane. Eno paralelo iz para 
smo stresali pri 37 °C in drugo pri 30 °C. Po inkubiranju smo vsem izmerili OD600. Rezultati 
so navedeni v preglednici XX. 










0,1 mM IPTG 
(OD600) 
37 °C 5,0 17,1 11,34 
30 °C 7,1 15,12 13,74 
 
Kot je razvidno iz preglednice so se bakterijske celice najhitreje delile, ko so bile 
neinducirane. Podobno gostoto v tekočem gojišču 2×TY so dosegle tudi šibko inducirane 
celice (0,1 mM IPTG) pri 30 °C. Bakterijske celice, ki so izražale fuzijski protein, so bile na 
račun RFP  izrazito rožnate barve (slika 15). 
 
Slika 15: Šibko inducirane celice NiCo21/pET28:min19FcQ6D-RFP smo zbrali s 
centrifugiranjem 10 min pri 4 °C na 5000 vrt./min, nato sprali s hladnim PBS in ponovno 
centrifugirali. Celico so izrazito rožnate. 
Rezultate testnega izražanja smo primerjali z NaDS-PAGE, kjer smo vse vzorce lizirali s 
soniciranjem in s centrifugiranjem ločili topne in netopne proteinske frakcije. Sicer je že 
sama rdeča barva celic dober indikator za pravilno zvitje rekombinantnega proteina, kljub 
temu pa z analizo topne in netopne proteinske frakcije lizata z NaDS-PAGE lahko vidimo, 
kolikšen delež rekombinantnega proteina je topen (tj. ostane v supernatantu po 
centrifugiranju in je verjetno pravilno zvit), kolikšen delež pa ni topen in se pri 
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centrifugiranju posede. Prav tako smo iz rezultatov NaDS-PAGE (slika 16) ugotovili, da 
večjih razlik pri induciranju celic pod različnimi pogoji ni. 
 
Slika 16: NaDS-PAGE po testnem izražanju. Lise rekombinantnega proteina pri 27,9 kDa 
so označene s puščico. TFR – topna frakcija proteinov; NFR – netopna frakcija proteinov; 
ŠIND – šibka indukcija (0,1 mM IPTG); PIND – popolna indukcija (1 mM IPTG). 
4.2.2 Izražanje fuzijskega proteina v večjem obsegu 
 
Ker pri analizi testnega izražanja z NaDS-PAGE ni bilo vidne razlike pri različnih pogojih 
indukcije, smo se pri izražanju proteina v večjem obsegu, po potrebnem dosegu OD600= 0,4-
0,6 (izmerjen OD600= 0,616), odločili za šibko indukcijo (z 0,1 mM IPTG) pri 28 °C ter 
podaljšali čas indukcije na 6,5 h. Ob koncu smo izmerili OD600= 14,2. 
4.3 VREDNOTENJE VEZAVE FUZIJSKEGA PROTEINA min19Fc_Q6D-RFP NA 
INFLIKSIMAB NEPOSREDNO V BAKTERIJSKEM LIZATU S TESTOM FLISA 
 
Protitelesa infliksimab smo že dan pred izvedbo testa adsorbirali na črno mikrotitrsko 
ploščico pri 4 °C. Blokirali smo jih s 5 % (m/V) posnetim mlekom v prahu. Naslednji dan 
smo nanesli rekombinantni protein v celičnem lizatu, ki naj bi se vezal preko N-končnega 
peptida min19Fc_Q6D na Fc regijo IgG protiteles infliksimab. S spiranjem smo odstranili 






















S svetlobo nižje valovne dožine, ki ima višjo energijo, smo presvetlili naš vzorec in merili 
intenziteto emitirane svetlobe. Pri merjenju intenzitete fluorescence v vzorcih s protitelesi ni 
bilo med testnimi in slepimi vzorci nobene razlike, torej vezave nismo zaznali (rezultati niso 
prikazani). Kot pozitivno kontrolo za vezavo peptida na IgG protitelesa, smo v začetne 
vdolbinice mikrotitrske ploščice nanesli mišje protitelo proti oznaki His-tag, vendar tudi tam 
nismo zaznali razlike v fluorescenci. Iz tega smo lahko sklepali, da je morda vezava peptida 
na protitelesa vseeno uspešna, vendar pa je problematično, da imamo v mikrotitrski ploščici 
čisto pri dnu monosloj molekul, ki dajejo tako nizek signal, da ga je težko zaznati. V primeru 
da bi imeli večje količine raztopine, v kateri bi se molekule prosto premikale, bi verjetno 
signal lahko bolje zaznali. Če bi želeli zares analizirati vezavo peptida na regijo Fc protiteles 
IgG, bi morali postopek prilagoditi tako, da bi laserski žarek, ki vzbuja fluorescenco, 
usmerili v tanek pas molekul na dnu vdolbinice mikrotitrske plošče, a bi bila občutljivost 
takšne detekcije nedvomno izjemno nizka.  
4.4 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE FUZIJSKEGA PROTEINA S KOVINSKO-
KELATNO AFINITETNO KROMATOGRAFIJO 
 
Čiščenje in izolacijo rekombinantnega proteina smo izvedli z Ni2+ kelatno afinitetno 
kromatografijo, pri kateri so na stacionarni fazi preko kelatorjev vezani nikljevi ioni, ki 
vežejo imidazolne skupine. Slednji so tudi v stranski skupini histidinov. Rekombinantni 
protein se preko heksahistidinskega repka tako ujame na stacionarno fazo, pod pogojem, da 
je pH med 7 in 8. Med procesom spiranja smo ves čas spremljali absorbanci pri 280 in 558 
nm in zbirali vse frakcije. Kot je razvidno iz kromatograma (slika 17) je prvi večji vrh 
posledica absorpcije bakterijskih proteinov iz celičnega lizata, ki prehajajo kolono (se nanjo 
ne vežejo). Nato smo postopno dvigali koncentracijo imidazola in izločali so se še ostali 
šibko vezani proteini. Rekombinantni protein min19Fc_Q6D-RFP smo zajeli po 50 min v 
frakcije A1, A2 in A3, ki smo jih zbrali pri spiranju afinitetne kolone s 300 mM imidazolom 
oziroma s 100 % pufrom B Nazobčan vrh je posledica zelo visoke koncentracije 
rekombinantnega proteina, kjer signal detektorja ni več premosorazmeren koncentraciji. 
Absorbanco pri 558 nm, kjer specifično absorbira rdeči fluorescenčni protein, smo 




Slika 17: Čiščenje in izolacija min19Fc_Q6D-RFP z Ni2+-kelatno afinitetno kromatografijo. 

























































































































































Vse tri frakcije A1-A3, zbrane po čiščenju z IMAC, ki so vsebovale rekombinantne proteine, 
smo združili ter koncentrirali z ultrafiltracijo s filtrom Centricon YM-10 do približno 1 mL 
(slika 18). 
 
Slika 18: Eluiran rekombinantni protein po čiščenju z IMAC in ultrafiltraciji s Centricon 
YM-10. 
4.5 ANALIZA REKOMBINANTNEGA PROTEINA Z NaDS-PAGE 
 
Koncentriran rekombinantni protein smo prestavili v pufer PBS s pomočjo gelske filtracije 
(uporabili smo manjšo kolono za razsoljevanje; priloga 3) s ciljem odstranitve imidazola, ki 
smo ga v vzorec vnesli med elucijo iz kolone IMAC. Eluat smo analizirali z NaDS-PAGE 
(slika 19). Rekombinantni protein (27,88 kDa) smo uspeli relativno dobro prečistiti, saj smo 




                         M  FT  A1  A2  A3 
 
Slika 19: Rekombinanten protein viden v vseh treh frakcijah A1-A3, zbranih po čiščenju z 
SEC, pri velikosti 27,88 kDa. FT predstavlja na kolono IMAC nevezano frakcijo celičnega 
lizata. 
4.6 VREDNOTENJE VEZAVE PREČIŠČENEGA FUZIJSKEGA PROTEINA 
MIN19FC_Q6D-RFP NA INFLIKSIMAB S TESTOM FLISA 
 
Na podoben način kot smo test FLISA izvedli z bakterijskim lizatom (4.3), smo poskusili 
interakcijo med fuzijskim proteinom in regijo Fc človeških IgG potrditi še s prečiščenim in 
koncentriranim rekombinantnim proteinom. Tudi v tem primeru nismo zaznali razlik med 
testnimi in slepimi vdolbinicami (ni prikazano). Na Katedri za farmacevtsko biologijo UL 
FFA so nedavno pripravili fuzijski protein, v katerem so združili imunoglobulin vezavno 
domeno B stafilokoknega proteina A in RFP (T. Bratkovič, neobjavljeno). Čeprav izkazuje 
domena B (Bd) visoko afiniteto do človeških IgG (Kd v nanomolarnem območju (46), torej 
za cel velikostni razred višjo afiniteto v primerjavi s peptidom min19Fc_Q6D), s podobnim 
testom FLISA, interakcije z regijo Fc IgG tudi za fuzijski protein Bd-RFP niso uspeli 
potrditi. 
4.7 VREDNOTENJE VEZAVE MIN19FC_Q6D-RFP IN MERJENJE 
INTENZITETE FLUORESCENCE V ODVISNOSTI OD KONCENTRACIJE 
 
V primeru vezave peptida na protitelo, bi detektor zaznal signal rdečega fluorescenčnega 
reporterskega proteina. Da smo preverili delovanje rdečega fluorescenčnega proteina, smo 
frakcijo A1 zajeto po čiščenju s SEC, večkrat redčili in na mikrotitsrsko ploščico nanesli 
samo rekombinantni protein min19Fc_6D-RFP ter merili intenziteto fluorescence 
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(eksitacija: 558 nm / emitiranje: 583 nm) v odvisnosti od koncentracije. Fluorescenca, kot je 
vidno na grafu (slika 20), linearno narašča. Z višjo koncentracijo je tudi večja fluorescenca. 
















































V okviru diplomske naloge smo pripravili fuzijski protein, sestavljen iz rdečega 
fluorescenčnega proteina in peptida min19Fc_Q6D, ki se specifično veže na regijo Fc 
protiteles IgG. Pri pripravi fuzijskega proteina smo uporabili tehnike molekulskega 
kloniranja. Rekombinantni protein min19Fc_Q6D-RFP smo ustrezno izražali, ga očistili ter 
nazadnje vrednotili vezavo na himerna protitetesa IgG s spremljanjem fluorescence. Na 
podlagi rezultatov smo zaključili: 
- Uspešno smo načrtovali ustrezne oligonukleotidne začetnike za izvedbo verižnih 
reakcij s polimerazo, s katerima smo konstruirali fuzijski protein min19Fc_Q6D-
RFP. 
-  Za vstavljanje našega amplikona v ekspresijski vektor pET-28a(+) smo uporabili 
metodo sestavljanja fragmentov DNA po Gibsonu, ki omogoča kloniranje brez 
''brazgotin'' in je hitra enostopenjska (izotermalna) encimska reakcija. 
- Kolonije z ustrezno vstavljenim genom smo identificirali s PCR na osnovi kolonije 
ter nato ustreznost inserta potrdili še s sekvenciranjem po Sangerjevi metodi. 
- Po transformacijicelic E. coli NiCo21 (DE3) s pET-28a(+):min19Fc_Q6D-RFP smo 
izražanje rekombinantnega proteina lahko opazno videli, saj so bile celice izrazito 
rožnate. 
- Z Ni2+ kelatno afinitetno kromatografijo (IMAC) ter dodatno kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti (SEC) smo fuzijski protein uspešno očistili in rezultate 
prikazali z NaDS-PAGE. 
- Vrednotenje vezave peptida na regijo Fc himernih protiteles IgG infliksimab smo 
ocenili s testom FLISA. Pri merjenju intenzitete fluorescence v vzorcih s protitelesi 
med testnimi in slepimi vzorci ni bilo nobene razlike. Kljub temu nismo ovrgli 
hipoteze, da se peptid min19Fc_Q6D specifično veže na regijo Fc protiteles IgG, saj 
smo kot pozitivno kontrolo uporabili protitelesa proti oznaki His-tag, na katere se je 
vezal fuzijski protein s heksahistidinskin repkom. Kot pozitivno kontrolo za 
delovanje rdečega fluorescenčnega protein pa smo izmerili intenziteto fluorescence 
v odvisnosti od koncentracije rekombinantnega proteina. Pričakovano je intenziteta 
fluorescence s koncentracijo linearno naraščala. 
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- Prišli smo do ugotovitve, da bi morali za vrednotenje vezave peptida min19Fc_Q6D 
na regijo Fc proteiteles IgG laserski žarek, ki vzbuja fluorescenco, usmeriti v tanek 
pas monosloja molekul na dnu vdolbinice mikrotitrske plošče, saj bi bil le tako signal 
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V okvirjih = previsni konec za reakcijo sestavljanja fragmentov DNA po Gibsonu 
atg = začetni kodon 
Rumena barva = peptid min19Fc_Q6D 
Zelena barva = distančniki 
Rdeča barva = rdeči fluorescenčni protein 





Priloga 3 Kromatograf  čiščenja min19Fc_Q6D-RFP z velikostno-izključitveno 
kromatografijo 
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